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PROCESSO PARA A PRODUgAO DE VIRUS EM CULTURA DE CELULAS 
E PROCESSO PARA A PRODUgAO DE VAGINA CONTRA INFECQOES 

CAUSADAS POR FLAVIVIRUS 

A presents invengao se refere k produgao de virus 
em cultura de celulas com elevado rendimento, 
particularrmente para a produgao de Flavivirus em 
cultura de celulas f ibroblastos, e mais particularmente 
para a produgao de qualquer sub-linhagem 17D do virus 
da febre amarela em cultura de fibroblastos de embriao 
de galinha. O virus, presente em. preparagao de vacina, 
pode ser obtido por inativa^ao ou atenuagao do virus ou 
por modificagao genetica atraves da tecnologia de DNA 
recombinante . 
FUNDAMENTOS DA INVENgAO 
15 As vacinas convencionais normalmente sao 

preparadas pela produgao de grandes quantidades de 
virus em cultura de tecido celular ou em animals de 
laboratorio, tornando o virus inocuo sem, no entanto, 
destruir suas propriedades imunologicas. 

20 Tradicionalmente, isso e conseguido tanto pela 
inativagrao da inf ecciosidade do virus ou pela selegao 
de um virus nao-virulento ou atenuado para uso em 
vacinas vivas. A atenuagao e f requentemente conseguida 
pela adaptagao do virus a condigoes de crescimento que 
5 nao sao usualmente empregadas (ou seja, diferentes 
animals hospedeiros ou culturas de celulas) e por 
frequentes passagens de quantidade signif icativa de 
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inoculo viral em cultura de celulas com a finalidade de 
selecionar mutantes que nao sejam virulentos e, assim, 
produzam sintomas minimos ou ate mesmo nenhum sintoma 
clinico. 

Na passagem seriada em cultura de celulas, virus 
vacinais atenuados tern a capacidade de, por mutagao ou 
selegao, reverter ao fenotipo virulento. Assim, e 
pratica comum usar o sistema de lote semente, no qual o 
virus original, uma vez mostrado ter a atenuagao com 
relagao a infecgao humana, e passado uma unica vez para 
o prepare de um lote semente primario (principal) . Uma 
ou mais aliquotas de virus dessa semente primaria sao 
passadas uma vez mais para fornecer uma preparagao de 
semente secundaria (semente de trabalho) . Uma ou mais 
aliquotas dessa preparatpao de semente secundaria sao 
usadas na producao de um lote de vacina. Dessa forma, a 
passagem seriada pode ser limitada e, assim, a 
probabilidade de ocorrencia de selegao ou mutagao pode 
ser minimizada. Um exemplo desse metodo de obtengao de 
virus vacinais atenuados e a produgao de linhagens 
vacinais de virus da Febre Amarela. 

Na figura lA, e representada a historia de 
passagem do virus da Febre Amarela desde a linhagem 
original Asibi da Febre Amarela (YF Asibi) bem como a 
25 derivagao das linhagem vacinal 17D da Febre Amarela (YF 
17D) e algumas de suas sub-linhagens . A linhagem Asibi 
do virus da Febre Amarela foi subcultivado em tecido 
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embrionario de camundongo e em tecido embrionario- total 
de galinha, com ou sem tecido nervoso. Essas passagens 
produziram as linhagens parental: 17D, na passagem 180; 
17DD, na passagem 195 e 17D-204, na passagem 204, A 
5 linhagem 17DD foi posteriormente subcultivada ate a 
passagem 241 e submetida a 43 passagens adicionais em 
ovos de galinha embrionados, sendo a preparagao final 
de vacina correspondente a vacina produzida atualmente 
e usada para vacinagao humana. A linhagem 17D-204 foi 
0 posteriormente subcultivada para produzir a linhagem 
Colombia 88 a qual, apos passagem em ovos de galinha 
embrionado, deu origem a diferentes lotes semente de 
vacina, atualmente em uso na Franga (Institute Pasteur, 
na passagem 235) e nos Estados Unidos (Connaught, na 
passagem 234). A linhagem 17D-213 foi derivada da 17D- 
204, o que aconteceu em consequencia do uso do lote 
semente primario (SI 112-69), originario da Alemanha 
(FRG (Republica Federal da Alemanha) 83-66), pela 
Organizagao Mundial da Saiide (OMS) para produzir uma 
semente 17D (SI 213/77), na passagem 237, livre de 
virus causadores da leucose aviaria. 

Novas sub-linhagens 17D foram desenvolvidas 
atraves do uso da tecnologia do DNA recombinante, as 
quais requereram urn melhor conhecimento da estrutura 
genomica e expressao dos flavivirus. O virus da Febre 
Amarela e o virus prototipo para o genero Flavivirus da 
familia Flaviviridae de virus RNA de fita positiva. Os 



Flavi virus tem a forma esf erica com 40-60 nin de 
diametro e com capsideo icosaedrico contendo uma 
molecula de RNA de fita linica positiva, sendo que a 
replicacao viral acontece inteiramente no citoplasma 
) celular. O RNA genomico do virus da Febre Amarela 
consiste de 10.862 nucleotideos com estreitas regioes 
nao-traduzidas 5' (lis nucleotideos) e 3' (5ii 
nucleotideos) . Esse unico RNA e tambem o mensageiro 
viral e sua traducao na celula infectada resulta na 
sintese de uma poliproteina precursora que, apos 
clivagens proteoliticas p6s-traducionais gera 10 
polipeptideos virus-especificos. 0 estudo pioneiro de 
Rocaniello e Baltimore (Rocaniello, V.R. and Baltimore, 
D. (1981). "Cloned poliovirus complementary DNA is 
infectious in mammalian cells". Science. 214: 916-919) 
mostrou, pela primeira vez, a possibilidade de se gerar 
virus a partir do cDNA clonado. Com o desenvolvimento 
dos sistemas de transcrigao in vitro (ver Melton, D.A. ; 
Krieg, P. A.; Rabagliati, M.R.; Maniatis, T.; Zinn, K. 
and Green, M.R. (1984). "Efficient in vitro synthesis 
of biologically active RNA and RNA hybridization probes 
from plasmids containing a bacteriophage SP6 promoter". 
Nucl. Acids. Res. 12: 7035-7056) tornou-se. possivel 
sintetizar, in vitro, o RNA viral complete com uma 
eficiencia muito maior do que a da transcrigao do cDNA 
na celula. 0 desenvolvimento de metodologias mais 
eficientes de transcrigao na celula, tais como 
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lipossomas e eletroporagao ajudou a melhorar a 
eficiencia de transfecgSo de celulas em cultura com 
RNA. Ja esta estabelecida a metodologia basica para 
realizar o que hoje e conhecido como a tecnologia de 
clone infeccioso. Para um bom numero de virus de fita 
positiva, o cDNA infeccioso ja esta disponivel e pode 
ser usado para se entender a base molecular de diversos 
fenomenos biologicos, incluindo a atenuagao. Em 1989 
(Rice et al, 1989), foi desenvolvido, pela primeira 
'10 vez, o CDNA complete do virus da Febre Amarela, dando 
origem ao virus amarilico, apos a transfecgao com RNA 
sintetizado in vitro de celulas de vertebrados em 
cultura , 

A Figura IB mostra a derivagao da progenie dos 
virus a partir do clone infeccioso da Febre Amarela. O 
RNA viral das sub-linhagens 17D mencionadas na Figura 
lA, denominadas F-204, C-204, 17D-213 e vacina 17DD 
foram objeto de determinagao da sequencia nucleotidica 
completa por diversos grupos de pesquisadores que ja 
publicaram trabalhos a respeito. Cada uma das sub- 
linhagens 17D-204, F-204 e C-204 foi submetida a 
purificacrao em placa em diferentes linhagens de 
celulas, sendo o virus obtido dessa purificagao 
amplificado em celulas SW13 para analise de clonagem e 
sequenciamento com o cDNA. Para os virus 17D-213 e 
17DD, o RNA foi extraido do virus que havia sido 
purificado a partir de preparagao vacinal e, assim. 
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pode-se dizer, com mais segurangra, que essas 

populagoes representam a sequencia que confere ao virus 
vacinal o fenotipo atenuado. O primeiro cDNA derivado 
do virus da Febre Amarela originou-se da biblioteca de 
5 CDNA da linhagem C-204 (Rice, CM.; Grakoui, A. ; 
Galler, R. and Chambers, T. (1989) . "Transcription of 
infectious yellow fever RNA from full-length cDNA 
templates produced by in vitro ligation". The New 
Biologist. 1: 285-296), mas a caracteriza^ao do virus 
recuperado desse cDNA, apos transfecgao em celulas CEF 
(YFiv5.2/SL na passagem 241) e uma passagem em ovos 
embrionados utilizando a metodologia de produgao de 
vacina de Febre Amarela (Yfiv 5.2/VL na passagem 242), 
revelou urn virus com grau inaceitavel de 
neurovirulencia em primatas nao-humanos e, desse modo, 
nao apropriado para testes em vacinagao humana 
(Marchevsky, R.s., Mariano, J., Ferreira, V.S., 
Almeida, E., Cerqueira, M.J., Carvalho, R., Pissurno, 
J.W., Travassos da Rosa, A. P. A., Simoes, M.C., Santos, 
C.N.D., Ferreira, l.i., Muylaert, I.R., Mann, G.F., 
Rice, CM. and Galler, R., "Rhenotypic analysis of 
yellow fever virus derived from complementary", dna Aku 

^ ^^^^P^ Med^ Hyg. , 52(1), pp. 75-80, 1995). A 

comparagao das sequencias nucleotidicas das sub- 
linhagens 17D-213 e 17DD, mostradas na figura lA, levou 
a necessidade da modificagao genetica do cDNA do virus 
C-204 para torna-lo mais ssemelhante ao virus 17DD. 



Este novo cDNA foi usado para se obter a sintese in 
vitro do RNA que, apos transfecgSo em celulas CEF, deu 
origem ao novo virus semente denominado Yfiv 5.2/DD na 
passagem 241. Este virus foi entao usado para preparar 
5 OS lotes semente primario e secundario, ambos em CEF, 
nas passagens 242 e 243, respectivamente, como descrito 
no Pedido de Patente Brasileiro PI 9701774, depositado 
em nome do mesmo titular do presente pedido. Em suma, 
dado as bem conhecidas propriedades vacinais do virus 
17D da Febre Amarela com respeito a seguranca e 
eficacia, a capacidade de manipular o seu genoma abriu 
caminho para o seu desenvolvimento como vetor para a 
expressao de antigenos de outros patogenos . 

Independentemente do virus vacinal ser obtido por 
inativagao, atenuagao ou pelo uso de tecnologia do DNA 
recombinante, o virus precisa ser compativel com a 
celula hospedeira, isto e, ser capaz de replicagao 
autonoma na celula hospedeira. Mais do que isso, na 
produgao em larga-escala, a celula hospedeira precisa 
ter caracteristicas tais que o virus possa crescer nela 
com rendimento elevado. Celulas para a produgao . de 
vacinas de virus "vivo" para uso parenteral em humanos 
sao limitadas aquelas que estao livres de agentes 
fortuitos, que sejam nao-tumorgenicas e 

cariotipicamente normals. Tais celulas incluem culturas 
primarias ou culturas de passagens seriadas derivadas 
de uma grande variedade de tecidos de aves ou 
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mamiferos, tais como fibroblastos diploides humanos 
(por exemplo, MRC-5) , riia de macaco (MK) , fibroblastos 
de embriao de aves (por exemplo, fibroblastos de 
eitibriao de galinha) e itiuitos outros . Essas celulas sao 
5 infectadas com o virus ("virus semente") que entao 
replica na celula e e usualmente liberado no meio de 
cultura. As condigoes e materials usados no processo 
completo precisam ser cuidadosamente monitoradas para 
evitar problemas relacionados principalmente com a 
variabilidade genetica, perda . de imunogenicidade, 
inativagao do virus, neurovirulencia, baixo rendimento 
com relagao ao virus inicial e contaminagrao por agentes 
estranhos ao processo. 

Nos documentos US 5,391,491 e US 5,550,051 foi 
proposto um metodo de produgao de virus/antigeno viral, 
em particular ao flavivirus denominado virus da 
encefalite causada por carrapato, por infecgao de uma 
biomassa consistindo de agregados de celulas de embriao 
de aves tendo diametros entre 100 ^im e 1, 000 ^im com o 
dito virus em um meio de cultura tendo uma concentracao 
de oxigenio de pelo menos 0,01 mmol/1, o agregado de 
celulas estando presente em uma concentragao de pelo 
menos 10 mg de agregados de celulas por ml. O 
depositante mencionou que o controls do tamanho dos 
agregados e da concentracao de oxigenio visa tanto a 
redugao da contaminagao provocada pelas proteinas 
celulares contidas no meio, originadas da gradual lise 



celular, como o aumento da reprodutibilidade do 
virus/antigeno viral que pode ser baixo quando celulas 
individuals ou agregados pequenos estao presentes na 
suspensao. t tambem mencionado, com base em medidas 
5 efetuadas, que foi demonstrado que a produgao de 
virus/antigeno viral sera fortemente reduzida, em uma 
produgao de maior escala, em uma cultura tendo uma 
densidade celular de 2 x 10^ celulas por ml, cultura 
essa que se comunica com o oxigenio atmosferico 
exclusivamente atraves da superfieie. 

Diversas tentativas tem sido feitas para preservar 
a imunogenicidade do virus vacinal . No documento US 
5,021,347 e descrito um virus vaccinia recombinante o 
qual expressa a proteina do virus da Encefalite 
Japonesa visando evitar a redugao das propriedades 
imunogenicas do virus vacinal. A cultura de celulas 
animals usadas na infecgao com o virus pode ser 
qualquer celula na qual o virus vaccinia possa crescer. 
OS exemplos especificos de cultura de celulas citados 
na patente incluem TK-143 (derivada de osteosarcoma 
humano), FL (derivada de aminiom humano) , Hela 
(derivada de carcinoma de colo de utero humano), KB 
(derivada de carcinoma rino-f aringeo humano), CV-1 
(derivada de rim de macaco), BSC-1 (derivada de rim de 
macaco), RK13 (derivada de rim de coelho) , L929 
(derivada de tecido conjuntivo de camundongo) , celula 
CE (embriao de galinha) , celulas CEF ( f ibroblas tos de 
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embriao de galinha) . 

Adicionalmente, e informado, em Marchevsky et al 
(Marchevsky et al, 1995), que culturas primarias de 
fibroblastos de embriao de galinha (CEF) , produzidas a 
. partir de ovos livres de patogenos especificos (SPF) , 
certificados para a produgao de vacina humana, sao 
apropriados para a preparag:ao de lotes semente 
originals de urn virus vacinal recombinante de Febre 
Amarela. 

Apesar das vantagens no uso de celulas 
certificadas SPF-CEF para produzir virus vacinais, tais 
como sarampo, cachumba, rubeola, e verificado 
frequentemente que o processo torna-se relativamente 
anti-economico devido a baixos rendimentos . Isso e 
particularmente verdadeiro para o virus vacinal da 
Febre Amarela produzida em CEF nas densidades celulares 
normalmente usadas (1 x 10« celulas/cm^) nas quais o 
rendimento e diretamente proporcional a concentragao 
inicial do virus. Assim, a quantidade e custos do virus 
semente necessario sob essas condigoes e excessivamente 
elevado devido a necessidade da realizagao de testes 
caros de neurovirulencia em cada lote semente. 

As condigoes otimas de produgao de virus precisam 
ser cuidadosamente controladas em termos de temperatura 
e tempo de incubagao, densidade celular e inoculo de 
virus. Adicionalmente, um numero razoavel de outros 
fatores determinam o rendimento viral. Assim, alguns 



virus facilmente geram particulas defectivas de 
interferencia que sao evitadas pelo uso de baixas 
concentragoes virais no inoculo. Alguns virus sao bons 
indutores de interferon e podem ser sensiveis a sua 
agao. A estabilidade no meio de cultura que esta sendo 
utilizado e tambem urn fator de vital importancia pois o 
rendimento e estabelecido pelo equilibrio entre a 
produgao e a perda de inf ectividade . 

0 papel do interferon no sistema virus/celulas tem 
sido estudado desde a descoberta do interferon por 
Isaacs e Lindemann (Isaacs, A. e Lindemann, J. Proc. 
Roy. Soc. Ser. B.. 147: 258. 1957). Os interferons sao 
substancias que possuem propriedades anti-virais. Eles 
sao produzidos por certos tipos de celulas que tenham 
sido estimuladas por exposigao ao virus, a certos 
acidos nucleicos ou a complexos antlgenos/mitogenos . 

Os interferons de aves e de mamiferos podem ser 
classificados em tres categorias principals, alfa, beta 
e gama. O interferon alfa e produzido por leucocitos, o 
beta por fibroblastos e o gama por linfocitos KT 
naturais estimuladas por antigenos, tumores e 
mitogenos. Os tres sao secretados pelas respectivas 
celulas apos serem estimuladas por virus ou outro 
indutor. Os interferons sao f requentemente 
referenciados a celula que Ihes da origem e, assim, o 
interferon gama e tambem conhecido como "imuno" 
interferon. A atividade do interferon e 
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tradicionalraente determinada com base na sua capabidade 
de induzir resistencia em celulas quando estas sao 
desafiadas por urn virus senslvel a interferon. Na 
produgao de virus vacinais em cultura de celulas, o 
sistema de interferon e responsavel por baixo 
rendimento viral de alguns virus vacinais, pois eles 
podem ser bons indutores de interferon e/ou sensiveis a 
sua agao. O virus vacinal 17D de Febre Amarela e tanto 
urn bom indutor de interferon como e extremamente 
10 sensivel a sua agao. 

Na verdade, a atividade do interferon e a 
capacidade das celulas resistirem a infecgao causada 
por virus. Desse modo, os interferons sao drogas 
potencialmente potentes que se mostram promissores como ' 
15 agentes clinicos anti-virais. 

Se, por um lado, a atividade anti-viral dos 
interferons e uma vantagem com relagao ao tratamento de 
seres humanos contra doengas causadas por virus, por 
outro, ela e uma desvantagem quando se trata da 
produgao in vitro de virus devido a inibigao destes 
pelos interferons, especif icamente, na replicagao de 
virus em celulas. Essa e provavelmente a principal 
causa dos baixos rendimentos na produgao de muitos 



20 



virus vacinais 



25 



Tanto isso e verdade que o documento de patente FR 
2 689 519 propoe um processo de cultura in vitro de 
celulas infectadas com um virus associado a esclerose 
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no qual a cultura primari.a de celulas e infectada" com o 
virus em um meio de cultura que contem anticorpos 
policlonais anti-interf eron-beta para inibir a 
atividade anti-viral do interf eron-beta . A desvantagem 
5 desse processo e a adigao de anticorpos contaminantes 
que podem ser dificeis de separar do produto desejado, 
limitando, assim, sua utilidade na produgao de virus 
vacinal . 

Portanto, fica demonstrada a grande necessidade de 
um processo aperfeigoado para produzir virus vacinais 
indutores e sensiveis ao interferon sem as desvantagens 
acima mencionadas. 
SUMARIO DA INVENgAO 

O objetivo da invengao e um processo para a 
produgao de virus em cultura de celulas com rendimento 
elevado e baixos niveis de contaminagao por proteinas 
celulares, sendo o virus apropriado para uso na 
preparacao de lotes semente e vacinas. Como aqui usado, 
o termo "virus" significa virus inativado, virus 
atenuado ou virus recombinante, incluindo virus 
quimerico. Em particular, o virus quimerico pode ter um 
genoma que compreende sequencias de acido nucleico 
codificantes de pelo menos uma proteina estrutural de 
um flavivirus e sequencias de acido nucleico 
codificantes do restante do genoma de outro flavivirus 
que o torne funcional. Mais particularmente, o virus 
quimerico pode ter um genoma que compreende sequencias 
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de acido nucleico codificantes de pelo menos uma 
proteina estrutural de um flavivirus e sequencias de 
acido nucleico codificantes do restante do genoma do 
virus 17D da Febre Amarela que o torne funcional. 
5 Em uma primeira concretizagao, a presents invengao 

se refere a um processo que compreende as etapas de : 
(a) preparagao de uma cultura de celulas que sac 
permissivas ao virus e aceitaveis como um substrato na 
produgao de vacina; (b) suspensao das celulas em um 
• meio apropriado seguida da semeadura de celulas a 
baixas densidades; (c) incuba^ao da cultura de celulas 
a 30 ate 40°c por um periodo de tempo apropriado; (d) 
remogao do meio de cultura de celulas da etapa (c) e 
inoculagao com virus semente; (e) incubagao da cultura 
de celulas da etapa (d) a 25 ate 40»C por um periodo de 
tempo apropriado; (f) remogao do meio seguido de 
lavagem das celulas uma ou mais vezes para reposigao do 
meio; (g) incubagao da cultura de celulas obtidas na 
etapa (f) a 25 ate 40°C por um periodo de tempo 
apropriado; (h) coleta parcial ou completa do 
sobrenadante de cultura contendo o virus, com ou sem 
adigao de es tabilizador; (i) opcionalmente, realizagao 
de coletas multiplas de meio contendo o virus, a 
intervalos desejados, pela reposigao do meio removido e 
re-incubagao da cultura por um periodo de tempo 
apropriado; (j) opcionalmente, remocao dos restos 
celulares e das celulas integras do virus coletado; (1) 
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opcionalmente, inativagao do virus e; (m) armazenagem 
do virus a -45°C ou temperaturas mais baixas . 

Em outra concretizagao, a presente invengao se 
refere a um processo de produgao de vacina de 
Flavi virus em cultura de celulas, compreendendo as 
etapas de : (a) preparagao de uma cultura de celulas que 
sao permissivas ao virus e aceitaveis como um substrate 
na produgao de vacina; (b) suspensao das celulas em um 
meio apropriado seguida da semeadura de celulas a 
baixas densidades; (c) incubagao- da cultura de celulas 
a 30 ate 4 0°C por uiri periodo de tempo apropriado; (d) 
remogao do meio da cultura de celulas da etapa (c) e 
inoculacao com virus semente; (e) incubagao da cultura 
de celulas da etapa (d) a 25 ate 40°C por um periodo de 
tempo apropriado; (f) remocao do meio seguido de 
lavagem das celulas uma ou mais vezes para reposigao do 
meio; (g) incubagao da cultura de celulas obtidas na 
etapa (f) a 25 ate 40°C por um periodo de tempo 
apropriado; (h) coleta parcial ou completa do 
sobrenadante de cultura contendo o virus, com ou sem 
adigao de estabilizador ; (i) opcionalmente, realizagao 
de coletas multiplas de meio contendo o virus, a 
intervales desejados, pela reposigao do meio removido e 
re-incubagao da cultura por um periodo de tempo 
apropriado; (j) opcionalmente, remogao dos restos 
celulares e das celulas integras do virus coletado; (1) 
opcionalmente, inativagao do virus e; (m) 
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opcionalmente, liof ilizagao da composigrao de vacina das 
etapas h, i, j ou 1 para obter a forma liofilizada da 
composigao de vacina. Se for usado estabilizador, ele 
pode ser adicionado ao virus coletado nas etapas em que 
haja troca de meio antes da estocagem a -45 ate -196°C. 
O produto de vacina apropriadamente nao contem niveis 
significativos de proteinas da celula hospedeira, por 
exemplo, proteinas de galinha {< lOO nanogramas/dose 
humana) . 

A presente invengao representa urn grande avango na 
produgao de lotes semente e de virus vacinais e e 
caracterizada por urn controle precise das condigoes de 
processo e das materias primas, tais como densidade e 
tipo de celulas a serem infectadas pelo virus, 
15 quantidade de inoculo viral e uso de estabilizadores . 
BREVE DESCRigAO DAS FIGURAS 

FiGURA 1 ilustra a passagem historica da linhagem 
original Asibi do virus da Febre Amarela e a derivagao 
da linhagem vacinal 17D do virus da Febre Amarela e 
suas sub-linhagens (A) ; e a progenie de virus do clone 
infeccioso do virus da Febre Amarela (B) . 

FiGURA 2 ilustra o rendimento da linhagem 17D do 
virus da Febre Amarela com relagao ao temp6 de 
incubagao (A); ao nivel de interferon induzido com 
relagao ao tempo de incubagao (B) e o grau de 
resistencia ao desafio com o virus Sindbis com relagao 
ao tempo de incubagao (C) . 
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FiGURA 3 mostra a inibigao mediada por interferon 
do virus Sindbis em culturas de celulas de fibroblastos 
de embriao de galinha infectadas com o virus da Febre 
Amarela, linhagem YF 17D. As culturas foram infectadas 
i com diluigSes seriais de virus da Febre Amarela e 
incubadas a 37°C. Apos 5 horas (A), 24 horas (B) e 72 
horas © as culturas foram submetidas a agao do virus 
Sindbis. 

FiGURA 4 mostra a influencia do pre-tratamento das 
celulas com Actinomicina D: re-ferente ao interferon 
induzido com o tempo de incubagao (A) e referente ao 
rendimento de virus da Febre Amarela, linhagem 17D, com 
o tempo de incubagao. 

FIGURA 5 mostra diagramaticamente a estrutura do 
prototipo do genoma do Flavivirus e a estrutura dos 
virus quimericos obtidos pelo uso da metodologia da 
presente inventpao. 

DESCRI(?AO DETALHADA DA INVENQAO 

Diversos fatores podem influenciar o rendimento de 
virus. O elevado grau de pureza requerido para vacinas 
que sao administradas ao homem limita os metodos 
alternativ.os que podem ser aplicados para elevar o 
rendimento do virus obtido. 

No Simposio Internacional de Febre Amarela e 
Dengue ("International Symposium on Yellow Fever and 
Dengue - Fifty years from the introduction of the 17D 
strain in Brazil", Rio de Janeiro, Brasil, Maio 15-19, 



1988), foi discutida a necessidade de se aperfeigoar o 
processo de produgao do virus vacinal da Febre Amarela. 
Lopes, O.S. (Lopes, O.S, "Development of a Yellow Fever 
vaccine in tissue culture". In International Symposium 
5 on Yellow Fever and Dengue - Fifty years from the 
introduction of the 17D strain in Brazil Annals) 
introduziu o uso de cultura de celulas CEF na produgao 
do virus vacinal 17D da Febre Amarela. O incentive para 
se usar cultura de celulas ao inves de embriao de 
galinha, foi o de solucionar diversos problemas 
importantes relacionados ao elevado conteudo de 
proteinas de ovo na vacina (ate 250 ng de proteina de 
galinha por dose humana) e dificuldades relacionadas 
com a expansao da produgao em larga escala. 

Apesar de Lopes, O.S. ter citado o uso de celulas 
CEF como uma potencial solugao dos problemas acima 
mencionados, urn aspecto muito importante de produgao 
permaneceu sem solugao, especif icamente o baixo 
rendimento de virus produzido com relagao a quantidade 
de virus semente usada. Essa e uma das razoes pelas 
quais as vacinas de Febre Amarela ainda continuam a ser 
produzidas pela inoculagao viral de embriao de galinha 
nos ovos . 

Assim, estudos da replicagao do virus 17D de Febre 
Amarela em CEF foram realizados com o objetivo de se 
conhecer os fatores que causam a reducao no rendimento 
do virus. OS fatores investigados foram: a presenga de 
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particulas defectivas interf erentes (DI), a inducao de 
interferon, a sensibilidade do virus a acao do 
interferon e o efeito das taxas de semeadura das 
celulas. As Tabelas I e II e figuras 2 e 3 mostram os 
i resultados de experiencias usando o virus 17D-213 da 
Febre Amarela em CEF. Essa sub-linhagem da linhagem 
17D do virus da Febre Amarela foi usada por ser o virus 
semente da OMS (Organizagao Mundial de Saiide) e 
conhecida por ser livre de complexo de virus da leucose 
aviaria e devido a estarem bem- caracterizados o seu 
fenotipo atenuado e imunogenicidade tanto em primatas 
nao-humanos como em humanos . Alem disso ela foi 
recomendada pela Organizagao Mundial de Saude para ser 
empregada no estabelecimento da produgao de vacina 17D 
da Febre Amarela em cultura de celulas e, 
consequentemente, foi o virus usado por Lopes, O.S. nos 
estudos iniciais na produgao de vacina de Febre Amarela 
em celulas CEF as quais produziram virus atenuado para 
primatas nao-humanos em tres lotes consecutivos de 
producao. Sua historia de passagem e mostrada na Figura 
lA. Celulas Vero foram usadas como controles (Tabela 
ID) pois essas celulas sSo conhecidas por fornecer 
multiples ciclos de replicagao, efeito citopatico 
complete e nao serem produtores de interferon. 



TABELA I: REPLICAgAO DE VfRUS 17D EM CULTURA DE 
CfiLULAS CEF CONFLUENTES E DE CfiLULAS VERO 



LOGio DA 
DiLUIQAO DO 
VIRUS 
SEMENTE 



Tempo de incubaqao pos-inoculacao 



pfii/celula 
Dial 
Arit. 



5 HORAS 



1 DIA 



2 DIAS 



3 DIAS 


5 DIAS 


7 DIAS 




4,32 


<1,76 


<1,76 


0,093 


3,36 


<1,76 


<1,76 


0,023 


(2,36) 


<1,76 


<1,76 


0,014 


(2,61) 


<1,76 


<1,76 


0,005 


(2,46) 


<1J6 


<1,76 


<0__ 



A. RENDIMENTO DE VfRUS EM CEF (Logio pfii/ml) 



- 1.0 
-2.0 
-3.0 
-4,0 
-5.0 



2,36 
<1,76 
<1,76 
<1,76 
<1,76 



Analise por 
Regressao linear 



n = 
r = 

P = 
k = 



5,11 
3,96 
3,40 
2,06 

5 

- 0,985 
<0,01 

- 0.860 



5,27 
4,67 
4,46 
4,00 

2,96_ 

5 

- 0,968 
<0,01 

- 0,529 



B. RENDIMENTO DE INTERFERON EM CEF (Logio Unidades/ml) 



- 1.0 
-2.0 
-3.0 
-4.0 
-5.0 



<1,30 
<1,30 
<1,30 
<1,30 
<1,30 



1,60 
<1,30 
<1,30 
<1,30 
<1,30 



3,17 
2,83 
2,18 
<1,30 
<1,30 



n = 

Analise POR r = 
Regressao linear p = 



3,15 
2,57 
1,78 
1,48 

4 

- 0,987 
<0,02 

- 0,580 



2,64 
2,11 
1,70 
1,48 
1,30 



2,88 
2,18 
1,48 
1,48 
<1,30 



C. Resistencia de CEF ao vfRus Sindbis (% Redu^ao de Placa) 



■ 1.0 

■2.0 
•3.0 
•4.0 
5.0 



0 
0 
0 
0 
0 



100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


100 


30* 


100 


100 


100 


100 


0 


100 


100 


100 


100 


0 


13- 


100 


100 


100 
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' (CONTINUAgAO DA TABELA I) 

D. Renemmento de virus em celulas VERO (Logio Unidades/ml) 



LOGio DA 
DILUigAO DO 
ViRUS 
SEMENTE 



Tempo de incubaqao p6s-rNocuLA<;;AO 



pfu/celula 
maior vaJor 
Arit. 



5 MORAS 



1 DIA 



2 DIAS 



3 DIAS 



5 DIAS 



7 DIAS 



- 1.0 
-2.0 
-3.0 
-4.0 
-5.0 



2,51 
<1,76 
<1,76 
<1,76 
<1,76 



3,77 
3,01 
(1,76) 
(1,76) 
<1,76 



Analise por 
Regressao linear 



n = 
r = 

P = 
k = 



5,80 
4,74 
4,11 
3,10 

2,06_ 

5 

- 0,997 
< 0,001 
-0,912 



7,28 
7,19 
6,66 
5,01 

4,26_ 

5 

-0,951 
<0,1 
- 0,822 



6,17 
6,40 
6,59 
7,30 

7,64_ 

5 

+ 0,974 
<0,05 
0,384 



<1,76 
<1,76 
<1,76 
<1,76 
4,71 



19,05 

15.49 

4,57 

19,95 

43,65 



Obs : ( 1) * Tamanho reduzido de placa 

(2) CONCENTRAgOES DE CELULAS: 



CEF Inicial 2 x lO^/ml, Final 1 x 10^/ml- 
controles 

(3) MOI (MULTiPLiciDADE DE iNFECc^AO) VERO ^ Inicial 1 X lO^/ml, Final 2.2 x lO^/nU- 

controles 

CEF ^ 0,025 pfii/celula a lO ' *^ 
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Como mostrado na Tabela lA e Figura 2A, as celulas 
CEF forneceram os maiores valores de rendimento do 
virus 17D apos 2 dias de incubagao, estando os logio dos 
rendimentos linearmente relacionados com o logaritmo da 
concentragao inicial de virus (r = 0,968, p < 0,01). 
Cada dez vezes de redugao da concentragao inicial de 
virus resultou em urn decrescimo de 0,53 log no 
rendimento de virus. Nao foram observados efeitos cito- 
patogenicos durante o periodo de 7 dias de incubagao . 

Como esperado, as celulas Vero apresentaram, com 
relagao ao tempo de incubagao, rendimentos semelhantes 
para todas as concentragoes iniciais de virus, estando 
o titulo maximo inversamente relacionado com o logio da 
concentragao do inoculo do virus (Tabela ID) . No 
15 terceiro dia, por exemplo, o rendimento esta 
diretamente relacionado com a concentragao inicial de 
virus (r = + 0,951, p < 0,1) enquanto que para o quinto 
dia, essa relagao fica invertida (r = - 0, 974, p < 
0,05). Os rendimentos de virus em celulas Vero foram 
cerca de 200 vezes maiores do que aqueles obtidos em 
CEF, mesmo nas mais baixas concentragoes iniciais de 
virus. Urn efeito cito-patogenico quase total foi 
observado em todas as culturas de celulas Vero 
inf ectadas . 

Os rendimentos de virus em ambos os tipos de 
celulas nao mostraram redugoes signif icativas mesmo em 
elevadas concentragoes iniciais de virus. Em multiplos 



20 



ensaios de virus em celulas Vero, usando elevadas 
concentragoes de virus, foi sempre observado efeito 
citopatico, ou seja, nao tivesse ocorrido 'Mestruigao" 
celular. Rendiitiento reduzido e "'destruigao" celular em 
elevadas concentragoes virais iniciais representam os 
indicadores basicos da existencia de particulas 
defectivas interf erentes (DI (s) ) . Dessa forma, esses 
resultados constituem prova definitiva de que as Dl is) 
nao desempenham papel significante na replicagrao dos 
0 virus 17D. 

No entanto, como mencionado acima, foi verificado 
que o sistema interferon e urn dos principals mecanismos 
que limitam a replicagao do virus 17D da Febre Amarela 
pois este, tanto e urn bom indutor de interferon como e 
15 sensivel a sua agao. 

Na mesma experiencia descrita acima, o interferon 
foi induzido a alguns niveis (Tabela IB, Figura 2B) em 
todas as culturas de CEF infectadas, sendo constatado 
que OS rendimentos estao diretamente relacionados a 
concentragao inicial de virus (r = 0.987, p < 0.02). 
Foi, ainda, demonstrado que todas as culturas de CEF 
infectadas com virus 17D da Febre Amarela e que foram, 
posteriomente, durante periodos de tempo variados de 
p6s-infecgao, submetidas a agao de virus Sindbis (um 
virus de conhecida sensibilidade ao interferon) (Tabela 
IC, Figuras 2C e 3) mostraram-se totalmente resistentes 
a infecgao no terceiro dia e resistentes no segundo dia 



exceto para concentragoes inicias de virus mais baixas . 
Tal constatagao levou a conclusao de que a indugao de 
interferon e a sensibilidade a sua agao sao os 
principais fatores que influenciam o rendimento do 
virus 17D em CEF. 

Todas as sub-linhagens testadas do virus 17D da 
Febre Amarela (DD, 5.2/VL e 5.2/DD) mostraram um 
comportamento semelhante ao do virus 17D-213 (discutido 
acima) no que se refere a indugao de interferon e a 
sensibilidade. 

Esses resultados demonstrain a necessidade de se 
infectar as celulas com o virus sob condigoes de 
processo especificas para escapar da agao do sistema 
interferon. De acordo com esse raciocinio, o uso de 
substancias inibidoras de interferon seria uma possivel 
solugao para aumentar o rendimento de virus. No 
entanto, ditas substancias ou sao fracas inibidoras de 
interferon ou podem ser toxicas para as celulas e nao 
sao aceitaveis por serem contaminantes em vacinas. Em 
relacao a isto, estudos recentes mostraram que a 
actinomicina D, um conhecido inibidor irreversivel da 
sintese de DNA dependente de RNA, bloqueia a resposta 
de interferon, permitindo multiples ciclos de 
replicagao e maiores rendimentos de virus da Febre 
Amarela. A Figura 4 mostra a influencia do pre- 
tratamento das celulas com actinomicina D e subsequente 
infecgao com o virus 17D da Febre Amarela. Este 



procediiaento permitiu uiti aumento substancia-1 no 
rendimento de virus quando comparado as culturas 
controle. Este resultado, que pode ser atribuido a 
inibigao da produczao de interferon, confirma a tese de 
que o sistema interferon e responsavel pelos baixos 
rendimentos. No entanto, a actinomicina D e 
relativainente toxica para as celulas e, dessa forma, 
nao e aceitavel coitio contaminante em vacinas. 

Com base em todas essas constatagoes, o ultimo 
aspecto investigado para evitar .a indugao do sistema 
interferon foi estudar a influencia da densidade 
celular no momento da infecgao viral. 

Os resultados de uma experiencia tipica para 
testar o efeito da densidade de semeadura celular no 
rendimento do virus 17DD da Febre Amarela com CEF estao 
apresentados na Tabela II. 
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TABEIA II: INFLUfiNCIA DA DENSIDADE DE SEMEADURA CELULAR 
NO RENDIMENTO DE VfRUS 17D DA FEBRE AMARELA EM CEF 



Celulas/cm" 
X 10^ 


Celulas/ml 
X 10^ 


Logio pfu/ml 


Logio 


Rendimento 
pfu/celuJa 


Arit. 


1 


0,25 


(7,11) 


2,71 




513 


3 


0,75 


7,28 


2,40 




251 


5 


1,25 


6,78 


1,68 




47,9 


7 


1,75 


6,30 


1,06 




11,5 


9 


2,25 


6,15 


0,80 




6,3 


20 


5,00 


5,48 


-0,22 




0,6 



Analise por n = 5 (valores entre parentesis foram excluidos) 

Regress AO unears r = 0,993 (p < 0,001) 

(logio celulas/cm^ versus logio k = 2, 197 (aumento do logio rendimento para uma redufao de 1 log 

pfii/ml) nas elulas) 



Esses resultados demonstram inequivocamente que o 
logio do rendimento de virus esta inversa e linearmente 
relacionada com o logio da concentragao (r = 0, 994, p < 
10 0, 001) de celulas semeadas na faixa de 3 x 10^ a 2 x 10^ 
celulas/cm^ Nessa faixa, e obtido um aumento de 2,2 
logio no rendimento do virus/ml para cada logio de 
decrescimo na concentragao de celulas. A 3 x 10^ 
celulas/cm', a densidade na qual e obtido o rendimento 
15 maximo por mililitro, o rendimento por celula foi de 
251 pfu/celula ou 418 vezes mais que aquela obtida a 2 
X 10^ celulas/cm^. Esses resultados provam 
definitivamente que o rendimento de virus inf eccioso/ml 
e o rendimento/celula esta inversamente relacionado com 



a densidade de semeadura celular^ Desse modo, a agao do 
sistema de interferon pode ser evitada e, 
consequentemente, pode ser estabelecida uiaa eficiente 
• produgao . 

5 Em elevadas densidades de semeadura de celulas nao 

foi observada citopatologia, enquanto que a baixas 
densidades foi observada a morte de todas as celulas no 
prazo de cerca de 1 dia apos os rendimentos de virus 
terem alcangado seu valor maximo. Em densidades 
0 intermediarias, foi observada cito-patologia parcial. 

De acordo com a invengao, um dos maiores avangos 
conseguidos na produgao de virus vacinal foi o de 
executar a semeadura de celulas com o virus em baixas 
densidades de celulas, isto e, em densidades de 
b semeadura de celulas mais baixas que 2 x 10^ 
celulas/cm^, pref erencialmente em densidades na faixa de 
1 X 10^ - 2 x 10^ celulas/cm- e mais pref erencialmente 1 
X 10' - 1 X 10^ celulas/cm\ 

Outro aspecto relevante na produgao de virus 
vacinal esta relacionado com as substancias usados no 
meio de cultura, pois proteinas outras que nao as 
virais nSo sao aceitaveis como componentes de vacinas 
humanas. Por exemplo, proteinas do soro fetal bovino 
nao sao aceitaveis em produtos parenterals devido a sua 
imunogenicidade. Por outro lado, testes tem demonstrado 
que sao obtidos mais baixos rendimentos de virus em 
culturas de celulas, por exemplo CEF, na ausencia de 
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soro fetal bovino (FBS) . Em estudos experimentais foi 
constatado que os rendimentos de virus 17D de Febre 

Amarela foram reduzidos em cerca de 100 vezes na 

ausencia de soro . 

A Tabela III mostra a replicagao de virus da Febre 

Amarela (sub-linhagem 17DD) e a resistencia induzida 

pela acao do virus Sindbis na presenga e ausencia de 

soro . 



TABELA III: REPLICACAO DO VfRUS 17D DA FEBRE AMARELA E 
RESISTfiNCIA INDUZIDA PELA ACAO DO VfRUS SINDBIS NA 
PRESENCA E AUSfiNCIA DE SORO 



Logio da diluigao do virus semente 



% de resistencia ao virus Sindbis apos 48 horas 
Com FBS Sem FBS 



2 
3 
4 
5 

Controles 



100 
100 
90 
0 
0 
0 



100 
100 
90 
0 
0 
0 



Os resultados demonstram claramente que o virus 
replica bem na ausencia de soro e que nenhuma inudanga 
signif icativa ocorre na indugao de interferon. Na 
verdade, os baixos rendimentos de virus de Febre 
Amarela em CEF na ausencia de FBS pode ser atribuida ao 
efeito estabilizador de virus, produzido pela fragao de 
albumina contid^ no FBS. 

Dessa forma, de acordo com a invengao, suplementos 
de meio aceitaveis como componentes em produtos 
parenterais, por exemplo albumina de soro humano (HSA) , 
sao usados em culturas de celulas para estabilizar o 
virus com o objetivo de se obter elevados rendimentos. 
Outras substancias aceitaveis como componentes em 
produtos parenterals podem ser usados., tais como 
peptideos, amino acidos, proteinas, 

De acordo com a invengao, a cultura de celulas a 
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ser infectada pelo virus pode ser qualquer uma na qual 
o virus possa replicar e que seja aceitavel como 
substrate para a produgao de vacinas, em particular 
qualquer tipo de celula que produza interferon, na qual 
flavivirus ou recombinantes possam crescer e, para a 
qual o mesmo procedimento de redugao da densidade 
celular possa ser aplicado. Exemplos especificos 
incluem celulas de embriao de aves e celulas de 
mamiferos, tais como, fibroblastos de embriao de 
galinha (CEF) , celulas de embriao de galinha (CE) , 
fibroblastos diploides humanos (por exemplo, MRC-5) , 
celulas de rim de macaco, celulas fetais de pulmao de 
Rhesus (FRhL), etc. 

A invengao e particularmente apropriada para a 
produgao de Flavivirus e produgao de Flavivirus 
recombinante . 

De acordo com a invengao, virus recombinante da 
Febre Amarela, como definido no Pedido de Patente 
Brasileiro PI 9701774, pode ser produzido em uma 
biomassa consistindo de celulas certificadas de 
fibroblastos de embriao de aves, em particular celulas 
de fibroblastos de embriao de galinha SPF (livre de 
patogeno especifico) . O Pedido de Patente Brasileiro PI 
9701774 e aqui citado apenas como referenda. 

O processo para produgao de vacina 17D de Febre 
Amarela aqui descrito foi estabelecido com base no uso 
de diversas sub-linhagens de virus 17D. 



Consequentemente, e urn procedimento para a propagagao 
de virus 17D em geral, seja ele urn virus 17D derivado 
passagem posterior de quaisquer sub-linhagens 17D ja 
existentes ou sejam virus recombinantes derivados de 
cDNA complementar clonado atraves da tecnologia do 
clone infeccioso. 

Outros virus recombinantes 17D de Febre Amarela 
podem incluir: 

1) virus quimerico, para uso em preparagao de vacina 
apos propagagao usando a metodologia da presente 
invengao, tendo urn genoma que compreende sequencias de 
acidos nucleicos codificante de pelo menos uma proteina 
estrutural de um flavivirus (representado pelas areas 
Claras na Figura 5) e sequencias de acidos nucleicos 
codificantes do restante do genoma do virus 17D da 
Febre Amarela para torna-lo funcional (representado 
pelas areas escuras na Figura 5) . A fonte de sequencias 
do virus 17D da Febre Amarela pode ser os plasmideos 
pYF5' 3' IV/Gl/2 and pYFMS , 2/T3/27 ou quaisquer outros 
plasmideos que contenham as sequencias genomicas do 
virus 17D da Febre Amarela. 

O esquema da Figura 5 mostra, no topo, a estrutura 
do prototipo do genoma do flavivirus- A partir da 
extremidade 5', a ordem das proteinas codificadas e a 
seguinte: C-prM/M; E, NSl, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, 
NS5, As 3 primeiras proteinas constituem as proteinas 
estruturais, isto e, formam o virus juntamente com a 
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5lecula de RNA encapsulada e foram denominadas de 
capsideo (C, 12-14kDa) , membrana (M, e seu precursor 
prM, 18-22 kDa) e envelope {E, 52-54 kDa) , todas sendo 
codificadas no priineiro quarto do genoma . O restante 
do genoma codifica as proteinas nao-estruturais (NS) 
numeradas na ordem em que ocorre a sintese de 1 a 5 . 
Tres grandes proteinas nao-estruturais possuem 
sequencias altamente conservadas dentre os flavivirus, 
NSl (38-41 kDa), NS3 (68-70 kDa) e NS5 (100-103 kDa). 
Ate hoje, ainda nao foi determinado qual seria o papel 
desempenhado pela NSl, mas a NS3 tern mostrado ser 
bifuncional com uma atividade de protease necessaria ao 
processamento da poliproteina nos sitios em que as 
proteases celulares nao atuam e uma atividade 
nucleotidica da trif osf atase/helicase estando, 

portanto, tambem associada a replicagao do RNA viral. 
NS5, a maior e mais conservada das proteinas, contem 
diverscs padroes de sequencia que acredita-se ser comum 
as polimerases do RNA viral. As 4 proteinas menores 
NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sao pouco conservadas em suas 
sequencias de amino acidos mas nao no seu padrao de 
multipias ligacoes hidrof obicas . Tem sido verificado 
que a proteina NS2A e necessaria para o processamento 
apropriado da proteina NSl e, NS2B estando associada 
com a atividade proteolitica da NS3 e com a producao da 
NS4B. Na medida em que a sintese do RNA ocorre no 
citosol em associacao com membranas RER ("Rough 



Endoplasmic Reticulum'') tern sido afirmado que ess:is 
proteinas hidrofobicas estariam inseridas nas membr hi: 
e, dessa forma, as interacoes proteina-prot^m-i 
participam nos complexes da replicacao viral juntameii-^: 
com NS3 e NS5. As curtas regioes nao-traduzida- 
(118 nucleotideos) e 3' (511 nucleotideos ) conrem 
elementos de sequencia nucleot idica, alguns dos quais 
sao conservados dentre os flavivirus e, acredita-se, 
estarem envolvidos na replicagao da fita positiva e 
negativa do RNA e do encapsulamento da fita positiva do 
RNA, Flavivirus quimericos podem mcluir o capsideo C 
ate a proteina envelope E, prM-E ou E somente, de urn 
dos flavivirus e o restante derivado de um segundo. 
flavivirus como indicadc nas duas partes inferiores da 
Figura 5. A fusao entre as proteinas C e prM de 
quaisquer dois flavivirus, incluindo o da Febre 
Amarela, pode ser feita atraves da extremidade carboxi 
de C (seus ultimos 20 amino acidos), no sitio de 
clivagem da protease viral ou no sitio de clivagem da 
signalase, Adjacente ao primeiro nucleotideo do gencma 
viral, na forma de cDNA clonado em plasmideo 
bacteriano, encontra-se uma sequencia do promoter 
polimerase do fago bacteriano (SP6, T7 ou T3) que 
permite a eficiente sintese in vitro dos transcritos 
infecciosos. Esses, por sua vez, originam o virus apes 
a transfecgao do RNA em cultura de celulas. 
2) virus 17D da Febre Amarela expressando epitopes 



COS 

ser 
nos 



definidos, dominios de proteinas ou proteinas inteira^ 
de outros patogenos relacionados a aspectos especifi 
da resposta humoral ou imuno-celular que possa 
usada como vacina contra dita doenca inseridos 
5 genes das proteinas estruturais e nao-estruturais ou 
nas regioes nao codificantes do genoma do virus 17D da 
Febre Amarela. 

3) virus 17D da Febre Amarela expressando, a partir de 
epitopes definidos do RNA sub-genomico, dominios de 
) proteinas ou proteinas inteiras- de outros patogenos 
relacionados a aspectos especificos da resposta humoral 
ou imuno-celular que possa ser usada como vacina contra 
dita doenga. 

Em todos OS casos acima (1-3), o virus 
recombinante ainda contem a maior parte se nao rodo o 
genoma do virus 17D da Febre .^arela e, 
consequentemente, todas as etapas principals para a 
replicacao viral na celula hospedeira serao as mesmas 
que aquelas para o virus original 17D. Isso inclui 
replicacao ci toplasmica, a participacao das proteinas 
virais do 17n ^a Febre Amarela na sintese do RNA viral 
'•r-ita positiva e negativa) , processamento da 
poliproteina, formacao do capsideo com o encapsulamento 
.:io RNA, montagem e saida do virus da celula. Na medida 
--^i que -.Odes os aspecros principals que levam a uma 
infecc^ao produtiva sao mantidos, independentemente da 
extensao da modificacao genetica em todos os casos 
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especif icados acima a metodologia da invengao sera 
aplicada. 

Dessa maneira, de acordo com uma das 
concretizacoes da presents invengao, o virus vacinal da 
5 Febre Amarela e produzido segundo normas de ai-a 
qualidade ("Good Manufacturing Practices" - GMP) , por 
infeccao de celulas certificadas para a producao de 
vacina humana e recuperagao do virus. 

Em uma das concretizagoes preferidas da invencao, 
) a propagagao do virus e feita em gelulas certificadas 
para a produgao de vacinas humanas, sendo que culturas 
primarias de fibroblastos de embriao de galinha (CEF) 
usadas em todas as etapas de produgao. Celulas gom 
essas caracteristicas estao disponiveis e sao 
preparadas de acordo com as instrugoes da Organizagao 
Mundial da Saiide {WHO (World Health Organization 
Guidelines), como descrito em di versos Procedimentos 
. Operacionais Padrao (POPs). Particularmente no caso do 
virus da Febre Amarela, a produgao da vacina I7D da 
Febre Amarela em culturas de CEF, forneceu 3 lotes de 
vacina experimental que passou em todos os testes 
incluindo os de neurovirulencia em macacos. 

O virus e preparado em culturas primarias de 
fibroblastos de embriao de galinha (CEF) usando ovos 
derivados de granjas livres de patogeno especifico 
(SPF, "Specific Pathogen Free"). As culturas de celulas 
de fibroblastos de embriao de galinha (CEF) podem ser 
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preparadas em diferentes formas, por exemplo, 
monocamadas; em suspensao, em um bioreactor apropriadc; 
adsorvida em microcarreadores . A preparacao de cslulas 
CEF e bem conhecida dos especialistas na tecnica. As 
culturas de celulas sao fixadas em um meic apropriado e 
sao, mais tarde, infectadas. Os virus, apds incubacao/ 
sao recuperados por centrif ugagao ou filtragao para a 
remogao dos restos celulares. Ao sobrenadante contendo 
o virus e adicionado um estabilizador , o qual, sabem os 
especialistas na tecnica, melhora a estabilidade da 
inf ecciosidade viral durante o congelamento, 
descongelamenro e manipulacoes subsequences. Os virus 
sao armazenados a -45°C ou a temperaturas mais baixas. 

Os exemplos a seguir sao ilustrativos da invencac 
e representam concretizagoes preferidas. Os 
especialistas na tecnica tem o conhecimento suficiente, 
ou sao capazes atraves de experiencias rotineiras, para 
empregar outros materials e tecnicas apropriados, tais 
como as celulas acima mencionadas e os metodos de 
producac de virus. 
EXEMPLO 1 

A finalidade deste exemplo e obter-se Flavivirus, 
em particular o virus 17D da Febre Amarela, em culturas 
de celulas de fibroblastos de embriao de galinha (CEF; 
dispostas em monocamadas, como a seguir: 

;'l) tecido embrionario de galinha SPF e convertido eir. 
uma suspensao de celulas por tratamento enzimatico (Dia 



0) . Esta preparacao e bem conhecida dos especialis~a. 
na tecnica; 

(2) as celulas sao recuperadas e suspensas em um mei- 
apropriado seguido de semeadura em recipieii-ec 

{ f rascos, reator/propagador de mul ti super ficie, et: :: ) 
contendc a monocamada de cultura a 0,1 ate 1,2 ml/::m 
para fornecer 10"^ ate 10' celulas/cm ; 

(3) a cultura e incubada por 12 a 72 horas em 
temperatura de 30 a 40 °C; 

(4) o meio e remcvido das monocamadas e o virus e 
adicionado em um pequeno volume de meio apropriado a 
uma taxa de 0,2 - 0, 0001 unidades infecciosas por 
celula (CCID50/ LD50/ pfu) ; 

(5) o virus e adsorvido por 0.5 a 4 horas a temperatura 
de 2C a 40°C (Dia 1) ; 

(6) um meio de manutengao apropriado e adicionado a 0, 1 
a 1,0 ml/cm~ com ou sem a remogao da preparagao semente 
e re-incubacao a 30 - 40°C por 15 a 30 horas; 

(7) o meio de manutengrao e removido e as monocamadas 
sao lavadas uma ou mais vezes e substituido com meio de 
manutencao livre de soro; 

(8j as monocamadas sao re-incubadas a 30 - 40°C (Dia 
2) . Apos um tempo de incubacao apropriado (por exemplo, 
36 a 72 horas apos a inoculacao, a 37° C) , o meio de 
manutencao contendo o virus e colhido (Dia 3) e; 
(9) o virus e armazenadc a -45 a -196^C, 

Multiplas coletas, em intervalo de tempo desejado, 
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do meio contendo o virus podem ser feitas por remocao 
parcial ou completa do meio. 
EXEMPLO 2 

A finalidade deste exemplo e demonstrar o efeito 
estabilizante da albumina sobre o virus. 

O processo foi executado da mesma maneira que 
aquela do exemplo 1 no qual e incorporada albumina de 
soro humano ao meio de manutengao a 0,01 a 10 jiig/ml nas 
etapas 6, 7 , e 9. As Tabelas IV e V mostram os 
resultados . 



TABELA IV: ESTABILIDADE DO VIRUS DA FEBRE T^ARELA EM 
MEIO CONTENDO CONCENTRAQOES VARIADAS DE ALBUMINA :^E 
SORO HUMANO 



Concent rn pa 0 




Log 


h) pfii/nil 




Mcia-\ Ida 


do albuniina 




Moras a 37°C 




Pcrda/hora 


Moras 


\\ /\ 


0.25 


1.08 


2J7 


3.50 






0.500 


TNC 


TNC* 


2,51 


2,31 


0.18 


1.7 


0.250 


TNC 


TNC* 


2.51 


2,40 


0.10 


3.0 


OJ25 


TNC 


TNC* 


2,55 


2.33 


0.19 


1.6 


0.063 


TNC* 


TNC* 


2.48 


2.33 


0.13 


2.3 


0.03 I 


TNC 


TNC* 


2.50 


2.00 


0.27 


1.11 


0.000 


TNC* 


1.00 


<0,40 


<0.40 


<1.80 


<0.40 


Muito 


numercsc p 


ara 


contar 


f^'Too 


Numbered 


to 


Count") . 














Esses 


resultados 


sao 


aproximagoes * 


mas pode- 


se 


perceber uma 


forte indi 


cagao 


de que 


0,03125^^ w/v HSA 


e 


insuf iciente 


para proteger a 


inf ecti 


vidade 


dc virus . 


A 



taxa media de perda na presenga de. 0, 0625 a 0,2500-:' w/v 
de aibumina e 0,15 log: ,/hora equivalente a uma meia- 
vida de 2 horas. 



TABELA V: INFLUfiNCIA DA ALBUMINA DE SORC HUMANO (KSA) E 
TEMPO DE COLETA NO RENDIMENTO DO VIRUS 17D DE FEBRE 
AMARELA EM CEF. 



HSA Horasdcpos- Log,., pfi,/,,,! 

/"^^■/^ inoculacao pfu/ml Ariiinciico 



-iv 4.83 0 6 

-^4 6.71 S5.I 

■+8 6.82 i()y.6 

53 6.69 81..> 

68 6.04 IX.2 

29 5.00 1.7 

44 6.70 8.-?. 2 

48 6.95 147.9 

53 6.85 1 1 7.5 

68 6.23 28.2 



Como mostrado na Tabela V, os titulos mais 
elevados foram observados a 48 horas na presenca de 
0,06 e 0,2% w/v. 0 rendimento por celula e altamente 
satisfatdrio, ou seja, valores na faixa de 100 
pfu/celula. Assim, fica demonstrado que o HSA, que e um 
-omponente de vacina totalmente aceitavel, fornece 
■excelentes rendimentos de virus. Esses valores 
certamente devem ser maiores pois as amostras estao 
diluidas a metade (0.3 log-,,,) no estabilizador, tendo os 
rrnsaios sido realizados em um sistema que e 0,2 a 0,3 
log:-, menos sensivel do que aquele usado para o virus 
vontrole que e o produto final produzido pelo metodo 
:radicional, ou seja com o uso de embriao total de 
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galinha. Com base nesses dados, a correcao dos titul.-js 
apresentados nas Tabelas IV e V da valores log; pfu.:-: 
da ordem de cerca de 7.0, os quais sao iguais aquele.-^ 
obtidos na producao de vacina com o embriao complete ..ie 
galinha , 
EXEMPLO 3 

O proposito deste exemplo e ilustrar a producao de 
Flavivirus, em particular de virus 17D da Febre 

Amarela, produzido segundo normas de alta qualidade 
("Good Manufacturing Practices" GMP) por infecgao de 

celulas certificadas para a preparacao de vacina 

humana : 

Urn total de 21 garrafas de cultura rotativa com 
uma area superficial de 680 cm" cada foram usadas para 
cada lote. As instrucoes da Organizagao Mundial da 
Saude (WHO (World Health Organization) Guidelines) 
estabelecem que lO^c dos frascos ou urn volume minimo de 
500 mi de cultura seja usado como controle. Para esta 
finalidade, a cada lote, foram separados 7 frascos de 
area superficial de 175 cm^' cada um com culturas 
es tacionarias . 

A preparacao de cada lote foi realizada seguindo o 
mesmo procedimento do Exemplo 1. 

Celulas primarias CEF obtidas de ovos derivados de 
granja SPF (Specific Pathogen Free) foram usados en 
todos OS lotes. 0 virus semente 17DD-L0T 102/84 foi 
usado para inocular todas as culturas de celulas. 



Os virus foram recuperados pela trans ferencia do 
meio presente em 3 garrafas de cultura rotativa para 1 
frasco de centrifuga seguido de centrif ugagao a baixa 
velocidade para remover os restos celulares. O 

5 sobrenadante foi aspirado para dentro de frascos 
contendo estabilizador na.proporcao de 1:1 seguindo-se 
congelamento por rotaq:ao em banho de gelo seco contendo 
etanol apos a remogao de todas as aiiquotas para o 
controle de qualidade. Todos os virus sao estocados 

0 como indicado no Exemplo 1. 

Os dados de produgao sao apresentados na Tabela VI 
abaixo . 

TABELA VI: DADOS DE PRODUCAO E CONTROLE DE QUALIDADE DE 
VAGINA DE FEBRE AMARELA PRODUZIDA EM FIBROBLASTOS DE 
EMBRIAO DE GALINHA (CEF) DE ACORDO COM AS GMP 



Lote 


Data de 


Ti'tuJo (login 




produgao 


pfii/ml) 


YFCEF-LGTOl 


02/02/98 


6.79 


YFCEF-LOT 02 


03/02/98 


6.68 


YFCEF-LOT 03 


04/02/98 


6.66 


YFCEF-LOT 04 


05/02/98 


6.75 



Cada lote foi testado quanto a esteril idade, 
potencia e presenga de agentes adventicios, tendo side 
obtidos resultados satis fatorios . 
EXEMPLO 4 

A finalidade deste exemplo e a de descrever a 
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15 



20 



preparagao de virus recombinante da Febre Amareli, 
incluindo virus quimericos usando o processo .ia 
presente invengrao : 

O virus 17D da Febre Amarela do Pedido de Pacence 
i Brasileiro PI 9701774 foi regenerado a partir d-.-.s 
plasmideos pYF5' 3' IV/Gl/2 e pYFMS . 2/T3/27 e serao aqui 
referenciados como YFiv5.2/Dt). o deposito dos 
plasmideos pYF5' 3' IV/Gl/2 e pYFM5 . 2/T3/27 foi fei-o 
junto a American Type Culture Collection, estando os 
mesmos identif icados pelos numeros de acesso ATCC No. 
97771 e No. 97772, respect ivamente . 
a) Transfecgao do RNA: 

A transfec?ao das celulas CEF e feita com 
LipofectAMINE^" (Life Technologies catalogue # 18324- 
012). Esse produto e uma formulagao lipossomica 3:1 
(p/p) de lipidio policationico (2, 3-dioleiloxi-N- 

•2 (sperminocarboxiamido) etil ] -N-N, dimetil-2 , 3-bis (9- 
octadeceniloxi) -1-propanaminium trifluoro acetato) e a 
etanolamina dioleoilfosf atidil (DOPE) neutra em agua 
filtrada em membrana) a uma concentragao de 20 ^g/ml em 
PBS livre-de-RNase. PBS - tampao fosfato salino- e 
preparado e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 
minutos. A Lipof ectAMINE'' e pipetada em um tubo de 
poliestireno de 5 ml contendo PBS. Celulas primarias 
CEF sao sem.eadas e usadas 24 horas apos a semeadura. 

A mistura de transcrigao e gotejada sobre a 
monocamada de cultura de celulas. As celulas sa-^ 
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incubadas por 2 0 minutos a temperatura . ambience Em 
seguida, a mistura e removida por aspiragao, lavada •:::.ni 
PBS e incubada por 72 horas no meio 199. 

O sobrenadante da cultura constitui o estuque 
viral apos a adicao de estabilizador . O estoque viral e 
testado quanto a esterilidade, toxicidade, potencia e 
quanto a presenca de agentes adventicios. O estoque 
viral e o lote semente original. 

A infecciosidade especifica dos transcritos e 
determinada a partir de ensaios nos quais as diluigoes 
seriadas do RNA sao tranfectadas em celulas Vero e 
estas sao recobertas com meio semi-solido. A coloracac 
com cristal violeta para a contagem de placas e 
determinacao da quantidade de RNA, utilizando a medida 
de densidade optica (DO) a 260 nm, permite a 
determinacao da infecciosidade especifica dos 

transcritos (PFU/ng RNA total) . 

Essa determinagao e relevante para estabelecer a 
multiplicidade de infecgao que leva ao estoque 
original. Ela assegura um numero aceitavel de eventos 
equivalentes a infeccao com o virus vivo de maneira a 
reduzir a probabilidade de acumulacao de mutacoes no 
genoma viral dado o elevado numero de ciclos de 
replicacao devido ao baixo fornecimento de RNA. 
b' Preparacao dos lotes semente: 

Todos OS lotes- foram preparados em culturas 
primarias de celulas CEF usando ovos derivados de 
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granjas S?F {''Specific Pathogen Free"). Os virus fcrr^.Ti 
recuperadcs pela trans ferencia do sobrenadante em i,: 
frasco de cultura para frascos de centrifuga seguidc .ie 
centrif ugagao a baixa velocidade para remover os res-:.:s 
ceiulares. 0 sobrenadante foi aspirado para dentro ..ie 
frascos contendo estabilizador na proporgao de 1:1 e 
congelamento por rotaqao em banho de gelo sec:? 
contendo etanol apos a remogao de todas as aliquotas 
para o controle de qualidade. Todos os virus foram 
0 estocados como indicado acima. 

b.l) Preparagao do lote semente original: 

O lote. semente original consiste do material 
proveniente de 3 ensaios separados de 

trans crigao/ trans fecgao realisados em dias dif erentes 
com diferentes lotes de culturas primarias de celulas 
CEF. 

CEF primarias foram semeadas. Um total de 3 
frascos de cultura descartaveis de 175 cm", contendo RNA 
±n vitro transcrito foram transf ectados em celulas CEF 
usando Lipof ectAmine". Cada frasco de cultura forneceu 
um total de 80 mi de sobrenadante de cultura. Nas tres 
transfeccoes separadas realizadas em dias diferences e, 
portanto com diferentes lotes de celulas CEF, os 
titulos dos lotes semente originals foram: Tl, 10=' 
(4,66 Log: pfu/ml); T2, 10''-~~ (4,87 Log:, pfu/ml) e T3, 
lO'-- (5,46 Log: pfu/ml). Cada lote forneceu um voluir.e 
total de 480 ml de virus original. Oitenta ml forar;. 



usados no controle de qualidade e os restantes 400 ml 
para a preparagao do(s) lote(s) semente primario(s). 
b-2) Preparagao do lote semente primario; 

Dois lotes semente primarios foram preparados e 
identif icados como LPl and LP2 . LPl deriva do lote 
semente original T3 enquanto LP2 deriva do T2 . Cada um 
foi testado quanto a esterilidade, potencia e presenca 
de agentes adventicios, tendo sido obtidos resulcados 
satis fa tori OS. 

Os volumes e titulos obt idos . foram : 

Lote Semente Volume Titulo (Log:,, 

(ml) pfu/ml) 
LPl 1200 6,22 

LP2 1600 6,20 

pfu = unidade formadora de placa 

b.3) Lotes semente secundarios: 

..Tres lotes semente secundarios foram preparados e 
identif icados como LSI, LS2 e LS3. LSI e LS2 derivam 
do lote semente primario LPl enquanto que LS3 deriva do 
LP2 . Cada um foi testado quanto a es terilidade, 
potencia e presenga de agentes adventicios, tendo sido 
obtidos resultados satisf atorios . 
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Os volumes e titulos obtidos foram: 



Titulo (Log- 
Lote Semente Volume (ml) pfu/ml) 
LSI 5.200 6,20 

LS2 5.600 6,05 

LS3 5.200 6,73 



Cada um desses lotes semente e suficiente para a 
5 produgao de vacina de Febre Amarela, usando a atual 
metodologia de fabricagao (ovos embrionados) ou o 
sistema celular (celulas CEF) , para cerca de 50 anos a 
uma taxa de pelo menos 50 milhoes de doses/ano. 
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REIVINDICAgOES 

1. Processo para a produgao de virus em cultura de 
""^^^^^^ caracterizado por compreender as etapas de : 

(a) preparacao de uitia cultura de celulas que sejam 
5 permissivas ao virus e aceitaveis como substrate para a 

produgao de vacinas; 

(b) suspensao das celulas em um meio apropriada 
seguida de semeadura das celulas a baixas densidades; 

(c) incubagao da, cultura de celulas a 30 ate 4(V^c 
por um periodo de tempo apropriadp; 

(d) remogao do meio da cultura de celulas da etapa 
c e inoculagao com o virus semente; 

(e) incubacao da cultura de celulas da etapa d a 
25 ate 40°C por um periodo de tempo apropriado; 

(f) remocao do meio seguida de lavagem das celulas 
uma ou mais vezes e reposigao do meio; 

(g) incubagao da cultura de celulas da etapa f a 
2 5 ate 40°c por um periodo de tempo apropriado; 

(h) coleta parcial ou.completa do sobrenadante da 
cultura que contem o virus com ou sem adicao de 
estabilizador; 

(i) opcionalmente, efetuar, a qualquer intervalo 
de tempo desejado, multiplas coletas de meio contendo o 
virus pela reposigao do meio removido e re-incubacao da 
cultura por um periodo de tempo apropriado; 

(j) opcionalmente, remocao dos restos celulares e 
das celulas integras do virus coletado; 



(1) opcionalmente, inauivacao do virus; e 
(m) estocagem do virus a -45°C ou temperaturas mais 
baixas . 

2. Processo de acordo com a rei vindicacao 1 
caracterizado por serem as celulas selecionadas do 
grupo consistindo de celulas de embriao de aves e 
celulas de mamiferos que produzem interferon quando 
submetidas a infecgao viral, tais como fibroblastos de 
embriao de galinha (CEF) , celulas de embriao de galinha 
(CE) , fibroblastos diploides humanos por exemplp (MRC- 
5), celulas de rim de macaco, celulas fetais de pulmao 
de Rhesus (FRhL) . 

3. Processo de acordo com a rei vindicacao 1 e 2 
caracterizado pelo fato de que as celulas sao primarias 
ou derivadas de qualquer passagem posterior das mesmas . 

4. Processo de acordo com as rei vindicacoes 1, 2 e 
3 caracterizado por ser a semeadura das celulas 
efetuada a densidades mais baixas que 2x10' celulas/cm^. 

5. Processo de acordo com a reivindicacao 4 
caracterizado por ser a semeadura das celulas eferuada 
em densidades na faixa de 1x10' - 2x10" celulas/cm' . 

6. Processo de acordo com a reivindicacao 5 
caracterizado por ser a semeadura das celulas efetuada 
em densidades na faixa de 1x10^ - IxlO' celulas/cm' . 

7. Processo de acordo com a reivindicacao 1 
caracterizado por serem as culturas das etapas e, g e i 
incubadas per um periodo de tempo de 12 a 144 horas . 
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8. Processo de acordo com a reivindicac^c- 7 
caracterizado por ser a cultura incubada por urn ceri:;:dc 
de tempo de 12 a 72 horas . 

9. Processo de acordo com a reivindicaca-:. 1 
5 caracterizado pelo fato do estabilizador ser u--:; :\a 

etapa h . 

10. Processo de acordo com a rei vindicacr.o 9 
caracterizado pelo fato do estabilizador ser uiria 
substancia aceitavel como componente em produnos 

0 parenterals e selecionada do .grupo consiscindc de 
albumina de soro humano (HSA) , peptideos, amino acides 
ou proteinas e suas misturas. 

11. Processo de acordo com as rei vindicacces 1 a 
caracterizado pelo fato de que o virus e urn virus do 

^5 tipo selvagem, virus atenuado ou virus recombinant e . 

12. Processo de acordo com a reivindicacao 11 
caracterizado pelo fato de que o virus e um Flavivirus. 

13. ' Processo de acordo com a reivindicacao 12 
caracterizado pelo fato do Flavivirus ser o virus da 

20 Febre Amarela. 

14. Processo de acordo com a reivindicacao 13 
caracterizado pelo fato de que o virus da Febre Amarela 
e um virus atenuado. 

1-'. Processo de acordo com a reivindicacao l-i 
caracterizado pelo fato do virus da Febre Amarela ser 
um virus da linhagem 17D ou de suas sub-1 inhagens . 

16. Processo para a producao de virus recombinanie 



em cuitura de celulas caracterizado por compreender 
etapas de : 

(a) prepagao de uma cuitura de celulas que se^'-, 
permissivas ao virus e aceitaveis como um substrate n 
produgaa de vacinas; 

(b) semeadura das celulas a baixas densidades; 

(c) transfecgao das celulas com acidos nucleico 
por tratamento com lipideos sinteticos 
eletroporagao ; 

(d) incubagao da cuitura de . celulas a 30 ate 
por um periodo de tempo apropriado; 

(e) remogao do meio da cuitura de celulas da etapa 
d e inoculagao com virus semente; 

(f) incubagao da cuitura de celulas da etapa e a 
25 ate 40°C por um periodo de tempo apropriado; 

(g) remogao do meio seguido de lavagem das celulas 
uma ou mais vezes e reposigao do meio; 

(h) incubacao da cuitura de celulas da etapa g a 
25 ate 40°C por um periodo de tempo apropriado; 

(i) coleta parcial ou completa do sobrenadante da 
cuitura que contem o virus com ou sem adicao de 
estabilizador ; 

(j) opcionalmente, efetuar, a qualquer intervaio 
de tempo desejado, miiltiplas coletas de meio contendc o 
virus pela reposigao do meio removido e re-incubacao da 
cuitura por um periodo de tempo apropriado; 

(1) opcionalmente, remocao dos restos celulares e 
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das celulas integras do virus coletadc; 

(m) opcionalmente, inativacao do virus e; 
(nj estocagem do virus a -45°C ou temperatura- mai- 
baixas . 

= 17. Processo de acordo com a reivindicacao 16 

caracterizadq per serem as celulas selecionadas do 
grupo consistindo de celulas de embriao de aves e 
celulas de mamiferos que produzem interferon quando 
submetidas a infeccao viral, tais como fibroblastos de 
embriao de galinha (CEF) , celulas.de embriao de galinha 
(CE), fibroblastos diploides humanos (po exemplo. MRC- 
5), celulas de rim de macaco, celulas fetais de pulmao 
de Rhesus (FRhL) . 

18. Processo de acordo com as reivindicacoes 16 e 
17 caracterizado pelo fato de que as celulas sao 
primarias ou derivadas de qualquer passagem posterior 
das mesmas . 

19. Processo de acordo com as reivindicacoes 16,. 
® caracterizado por ser a semeadura das celulas 

efetuada a densidades mais baixas que 2x10- celulas/cm . 

20. Processo de acordo com a reivindicacao 19 
caracterizado por ser a semeadura das celulas efetuada 
em densidades na faixa de 1x10'^ - 2x10 celulas/cm . 

21. Processo de acordo com a reivindicacao 22 
.:aracterizado per ser a semeadura das celulas efetuada 
em densidades na faixa de IxUV - IxlO' celulas/cm-. 

22. Processo de acordo com a reivindicacao 16 
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caracterizado pelo fato de que as culturas das e^apas 
f, h e j sao incubadas por urn periodo de tempo de 12 a 
144 horas. 

23. Processo de acordo com a rei vindicacac 22 
5 caracterizado pelo fato de que a cultura e incubada por 

um periodo de tempo de 12 a 72 horas. 

24. Processo de acordo com a reivindicacac 16 
caracte rizado pelo fato de que e usado estabili zador na 
etapa i. ' 

0 25, Processo de acordo com a reivindicacao 24 

caracterizado pelo fato do estabilizador ser uma 
substancia aceitavel como componente em produtos 
parenterals e selecionada do grupo consistindo de 
albumina de soro humano (USA), peptideos, amino acidos 
15 ou proteinas e suas misturas 

26. Processo de acordo com as reivindicacoes 16 a 
caracterizado pelo fato de que o virus recombinante 

e um Flavivirus. 

27. Processo de acordo com a reivindicagao 26 
20 caracterizado pelo fato de que o Flavivirus 

recombinante e o virus da Febre Amarela. 

28. Processo de acordo com as reivindicagroes 16 a 
caracte rizado pelo fato do virus recombinante ser um 

virus quimerico tendo um genoma que compreende 
sequencias de acidos nucleicos codificantes de pelo 
menos uma proteina estrutural de um flavivirus e 
sequencias de acidos nucleicos codificantes do restante 
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a- genoma de outro flavivirus para torna-lo funcional. 

29. Processo de accrdo com a reivindicacac 2 
caracterizado pelo fato de que o virus recombinan.e e 
u.-n virus quimerico tendo um genoma compreendendo 
sequencias de acidos nucleicos codificantes de p^.o 
menos uma proteina estrutural de um flavivirus e 
sequencias de acidos nucleicos codificantes do rescante 
do genoma do virus 17D da Febre Amarela para torna-io 
f uncional . 

30. Processo para a produgao de vacina contra 
-r.feccoes causadas por Flavivirus em cultura de celulas 
caracterizado por compreender as etapas de : 

(a) preparacao de uma cultura de celulas que sejam 
permissivas ao virus e aceitaveis como substrate para a 
producao de vacinas; 

(b) suspensao das celulas em um meio apropriadc 
seguida de semeadura das celulas a baixas densidades; 

ic) incubacao da cultura de celulas a 30 ate 40=C 
por um periodo de tempo apropriado; 

(d) remocao do meio da cultura de celulas da etapa 
- e inoculacao com o virus semente; 

(e) incubacao da cultura de celulas da etapa d a 
5 ate 40°c por um periodo de tempo apropriado; 

(f) iremoqao do meio seguida de lavagem das celula- 
~a ou mais vezes e reposicao do meio; 

(g) incubacao da cultura de celulas da etapa f = 
; ate 40°c por um periodo de tempo apropriado; 
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(h) coleta parcial ou completa do sobrenadante da 
cultura que contem o virus com ou sem adicac de 
estabilizador ; 

(i) opcionalmente, efetuar, a qualquer incervalo 
de tempo desejado, multiplas coletas de meio coneendo o 
virus pela reposigao do meio removido e re-incubacao da 
cultura por um periodo de tempo apropriado; 

(j) opcionalmente, remocao dos restos celulares e 
das celulas integras do virus coletado; 

(1) opcionalmente, inactivacao do virus; e 
(m) opcionalmente, liofilizacao da compcsicao de 
vacina das etapas h, i, j ou 1 para obter-se a 
composigao de vacina na forma seca congelada. 

31. Processo de acordo com a rei vindicacao 30 
caracterizado por serem as celulas selecionadas do 
grupo consistindo de celulas de embriao de aves e 
celulas de mamiferos que produzem interferon quando 
submetidas a infecgao viral, tais como fibroblastos de 
embriao de galinha (CEF) , celulas de embriao de galinha 
iCE), fibroblastos diploides humanos (po exemplo. MRC- 
5), celulas de rim de macaco, celulas fetais de pulmao 
de Rhesus { FRhL) . 

32. Processo de acordo com as reivindicacoes 30 e 
31 caracterizado pelo fato de que as celulas sao 
primaries ou derivadas de qualquer passagem posterior 
ias mesmas. 

33. Processo de acordo com as reivindicacoes 30, 
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^ -2 caracterizadc per ser a semeadura das celula; 
efetuada a densidades mais baixas que 2x10^ celulas/c.T. 

34. Processo de acordo com a rei vindicacac •■ 
"aracterizado por ser a semeadura das celulas efe-uav.ia 
eir. densidades na faixa de IxlO"^ - 1x10 celulas/cm . 

35. Processo de acordo com a reivindicac!; - -'4 
zaracterizado pelo fato de que as culturas das etapas 
e, g e i sao incubadas por um periodo de tempo de 16 to 
~2 horas. 

36. Processo de acordo com a reivindicacao 30 
caracterizado pelo fato de ser usado estabilizadcr na 
ezapa h. 

37. Processo de acordo com a reivindicacao 36 
caracterizado pelo fato do estabilizador ser uma 
substancia aceitavel como componente em produrrjs 
parenterals e selecionada do grupo consistindc de 
albumina de soro humane [USA), peptideos, amino acidos 

proteinas e suas misturas. 

38. Processo de acordo com as reivindicagoes 30 a 
^' -^racterizado pelo fato de que o virus e um virus do 
-^po selvagem, virus atenuado ou virus recombinante . 

39. Processo de acordo com a reivindicacao 38 
caracterizado pelo fato de que o Flavi virus e o virus 
da Febre Amarela. 

40. Processo de acordo com as rei vindicacoes 38 e 
caracterizado pelo fato de que o virus da Febre 

--jT.arela e um virus atenuado. 
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41. Processo de acordo 
40 caracterizado pelo fato 
ser um virus da linhagem 17D 



com as rei vindicacoes 59 e 
do virus da Febre Amarela 
ou de suas sub-linhacfens . 
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FIGURA 3C 
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RE SUMO 

PROCESSO PARA A PRODUgAo DE VIRUS EM CULTURA DE CELULAS 
E PROCESSO PARA A PRODUgAO DE VAGINA CONTRA INFECQOES 

CAUSADAS POR FLAVIVIRUS 

5 A presente invencao refere-se a urn processo para a 

producao de virus em cultura de celulas com rendi.Tier.t o 
elevado e baixos niveis de contaminaqao por' proteinas 
ceiulares, o virus sendo apropriado para use na 
preparacao de lotes semente e vacinas . O virus pcae ser 
do tipo inativado, atenuado e virus recombinante, 
incluindo virus quimerico. 

O processo para a produgao de virus em cultura de 
celulas compreende as etapas de : (a) preparagao de uma 
cultura de celulas que sao permissivas ao virus e 
15 aceitaveis como urn substrate na producao de vacina; (b) 
suspensao das celulas em um meio apropriado seguida da 
semeadura de celulas a baixas densidades; (c) incubacac 
da cultura de celulas a 30 ate 40°C por um periodo de 
tempo apropriado; (d) remogao do meio da cultura de 
celulas da etapa (c) e inoculagao com virus semente; 
(e) incubagac da cultura de celuas da etapa (d) a 25 
ate 4 0°C por um periodo de tempo apropriado; (f) remoqao 
do meio seguido de lavagem das celulas uma ou mais 
vezes para reposigao do meio; (g) incubaqao da cultura 
de celulas obtidas na etapa (f) a 25 ate 40°C por um 
periodo de tempo apropriado; (h) coleta parciai ou 
completa do sobrenadante de cultura contendo o virus. 
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com ou sem adigao de estabilizador ; (i) opcionalmente, 
realizagao de coletas multiplas de meio* contendo o 
virus, a intervales desejados, pela reposicao do meio 
removido e re-incubaqao da cultura per um periodo de 
tempo apropriado; (j) opcionalmente/ remocao dos restos 
celulares e das celulas integras do virus coletado; (1) 
opcionalmente, inativagao do virus e; (m) armazenagem 
do virus a -45°C ou temperaturas mais baixas . 

O processo de produgao de vacina de Flavivirus em 
cultura de celulas, compreende . as etapas de : (a) 
preparacao de uma cultura de celulas que sao 
permissivas ao virus e aceitaveis como um subsrrato na 
produgao de vacina; (b) suspensao das celulas em um 
meio apropriado seguida da semeadura de celulas a 
baixas densidades; (c) incubagao da cultura de celulas 
a 30 ate 40°C por um periodo de tempo apropriado; (d) 
remogao do meio da cultura de celulas da etapa (c) e 
inoculacao com virus semente; (e) incubagao da cultura 
de celulas da etapa (d) a 25 ate 40°C por um periodo de 
tempo apropriado; (f) remocao do meio seguido de 
lavagem das celulas uma ou mais vezes para reposicao do 
meio; (g) incubagao da cultura de celulas obtidas na 
etapa (f) a 25 ate 40°C por um periodo de tempo 
apropriado; (h) coleta parcial ou completa do 
sobrenadante de cultura contendo o virus, com ou sem 
adigrao de estabilizador; (i) opcionalmente, realizacao 
ie coletas multiplas de meio contendo o virus, a 
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intervales desejados, pela reposigaodo meio removido e 
re-incubacao da cultura por um periodo de tempo 
apropriado; (j) opcionalmente, remoqao dos restos 
ceiuiares e das celulas integras do virus coletado; li) 
opcionalmente, inativagao do virus e; 

opcionalmente, liofilizagao da composicao de vacina das 
e-apas h, i, j ou 1 para obter a forma seca congelada 
da composigao de vacina.. Se for usado estabilizador, 
ele pode ser adicionado ao virus colhido nas etapas em 
que haja troca de meio antes da .estocagem a -45 ate - 
196''C. 0 produto de vacina apropriadamente nao conrem 
niveis signi f icativos de proteinas da celula 
hospedeira, por exemplo, proteinas de galinha (< 100 
nanogramas/dose humana) . 
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